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SUIluuary 
βacillus macerans IFO 3490 produced enzymes with macerating activity toward potato 
tuber. The optimum pH ofthc macerating activity was about 9.0 whcn the crude enzyme 
preparation acted 01 slices of potato tuber. Relation of the cruc¥c cnzymc c011ccntration 
[E] (mgfml) to thc maccrating timc T (min.) was as follows: 
log [E]=-1.9510g T十3.96
The crude enzyme preparation was most active at pH 9.0 toward pectic acid solution 
in the measurements of reducing power and viscosity. 
1n the crude enzyme preparation， the 1下Taseactivity was recognized and it acted on 
pectic acid specifically. 
緒
植物組織のマセレーションという崩壊現象を複雑にしているのは，綴擦を受ける基質，および
これを分解する微生物の生産する酵主誌が多様であるからである.
マセレ…ションとベクチン質分解酵素の相関は遠藤l)fζより指摘され，その後， Aspergillus2l3l， 
Streptomycdl等について広く研究されている.
マセレーション活性を明確lとするには，各事事:酵素を分離精製し，かっ器質の均質化を行って研
究すべきであるが， マセレーションの現象自体が各喜子。素の共同作用であるため Bacillus
macerans IFO 3490の?セレーションの特徴を知るために，先ず組酵素淡を調製し，その性質を
二，三検討した.
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実験方法と試料
1. 粗際緊液の調製法
β. maceransを KAJI等5) のtf養J去によりi安養した. {~J.られた椛去を液を 10，000r.p.m.で25分
間遠心分I~~ し jlî{:本を除いた.上滋j夜に0.8飽和lとなるように硫酸アンモニウムを加え，一晩放誼
後 8，000r.p.m.で15分間遠心分離し沈澱物を集めた. この沈毅物を少量の!此イオン71<1乙溶解し，
Sephadex G-25をカラム (40x4cm)につめゲ、ノレP過法で脱塩した.flX白質者fl分を集めて，凍結
乾燥して総際来とし， J民イオン水，又は緩衝液lζ溶解して供試i伎とした.
2. 蛋白質濃度の基準
アセトン水溶液から三田結晶させたタカアミラーゼ Aを 2x1Q-4Mの酢楼カノレシウム水溶液
に溶解し， 280nm で光学密度を測定すると， 0丘航 0~0.257 の rmでは Ei払 =23.4という依
を得たので，この数値を基添として抵1':質濃度を決定した.
3. マセレーシ E ン時閣の測定法
?セレーション活性を測る方法には，ユ志賀の重量減少本を求める方法6) や一定条件において，
崩壊状態を観察する方法れがある。筆者等は後者を多少変えて以下のように行・った.100mlの
ビーカー中にをlUi予素液 2mlとO.lM緩衝液 2mlを加え， この液中l乙基質としてパレイショの
!な筒状切片(直後 9.8mm，tjKさ 0.9mm)5俄を泣し トノレエンを2泌加えて 370Cで反応させ
た.一定時期間隔でどーカーをスポンジマットのとにのせた後，パレイショの切片をー儲ガラス
円筒内に入れて， 5cm上からガラス絡(重量 11.5g) を務ドさせ， カ、、ラス符内筏l乙一致した切
片をt'iJi域パレイショとした.出燥した切片の数が3~411問 lζ至る 1時間(分)を求め， ζ れをマセ
レーション時間とした.
4. 灘元カの測定法
Wi1lstatter-Schudel 法の小 I~I戸等の改良法8) を参考とした.還元カは酵素反応液 1ml当りの
O.OlNョーソ溶液の消費泣 (ml)として表示した.
5. 粘度の測定法
Ostwald 'lfWi度計をmい，粘度低下半を石井等の方法u) で測定し，百分率で表示した.
6. Pectate lyase 活性の測定法
際索作用によって，生成された不飽和総合を含む反応波放を， 101訟に希釈して， 235nm にお
ける光学:密度をil!IJ定し， O.D.依として表示した.
7. ペクチンとペクチン駿の調製法
ベクチンは片山化学 K.K.製の柑橘類からのものを使用した.
ベクチン酸は上記のベクチンを常法9) により調製した.
実験結巣と考察
組酵素aの酵素濃度とマセレーション1年間との相闘を知るために，各競皮の酵素液をパレイショ
切j干に加えて反応させ， マセレーシ B ン時I1Uを求めたものが第1関lζ示されている. マセレー
ション時間と酵潔濃度を雨対数グ、ラフiC:tNiくと災験総関内でi直線を示す. ここで，酵栄濃度安
(E) (mg/ml);マセレーション時nc¥jを T (min.)として，実測依から最小二采法によって求める
と
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Fig. 1. Relation 01" Enzyme Conccntration 10 Macerating Activity. 
The rcaction mixturc containing five potato slices (diamctcrヲ9.8lllm; thiclmess， 0.9 mm)， 0.05 M 
carbonate buffer (pH 10.0)， two drops oftolucne and cnzymc was incubated al 3rc. 
log[EJ 1.951og T十3.96
103.96 
又は，[EJ=ア工百5が符られる.
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ここに，酵素濃度が時間の約2J及伎に辺比例することが示され，これは WOOD10)の報告した
依と一致する.式中の二:つの定数については，各種の報公7)があるが，切)1'のj手さなどの条件の
迷いにもよるが， Ji.にそれのみでなく，問手奈の何らかの特性を反映しているのではなL、かと考え
られる.
静索活性表示法として， この静素濃度が 1(mg/ml)のときをみ主幣として，マセレーション時
間(分)から第11裂を月H、て，符-られた見掛けの際業濃度をこの/1判定濃度で除して，開予京単位数
(unit) として表示した.つまり，見掛けの降素濃度が単位数となる.数値的lとは， 単位数口
103.95 
からも計算される.活性表示の際，反応条件の供試組織名，潟度， pHを記入して，
(MuJ広日;のように表示した.
この活性表示法で，マセレーション時間におよほす pH の影響が~~2 凶にポされている. I~I に
みるように，この醇索lまマセレーション活性を pH8-10 K示し， pH9において著しい.
ベクチン酸溶液lζ作Jflした i時，榊加する還元カと pH との関係が~~ 3関に示されている.pH 
9で念、な還元カの場加がみられ， pH8以下ではほとんど活性がない.
ペクチン酸溶液に作用した1侍の粘皮の減少本を， pHを変えて， t送時的lζ測定した結来が第4
(a)割に示されている.これらの測定値のうち，反応3分と30分のものが pHの関数として第4
(b)閣に示されている.35.適 pH9において，反応の初期から念、激な粘度低下が見受けられ，
このことはこの酵素が endo裂を含むことが示される.
tf~ 47)予(1979)
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Fig. 3. Effect 01' pH on the Fo1'mation of Reducing 
Powcr. 
The reaction mixtu1'c・containingabout 0.05% pec-
tic acid， 0.05 M buffer and enzyme (concent1'ation， 
0.30 mgfml) was incubated at 370C fo1' 60 min. 
Reducing power was designated by ml of 0.01 N 
iodine solution consumcd pcr ml of thc 1'eaction 
mixtu1'c (volumc 1 ml). Buffcrs used wc1'e thc same 
as describecl in the legencl of Fig. 2. 
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Fig. 2. Effect of pH on Macerating Activity. 
The reaction mixture containing slices of potato， 
0.05 M buffer・， toluene and enzyme (concentration， 
1.68 mgfml) was incubated at 370C. Buffers uscd 
were: citrate-phosphate buffcr for pH 5 to 6， tris-
HCl bu汀erfCl・pH7 to 9 and carbonatc buffer for 
pH 9.5 to 10. 
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Fig. 4-b. Effect of pH on the Viscosity Reduction. 
Data were citcd through Fig. 4-a. Reaction time: 
@一一e，3min.; 0--0，30 min. 
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Fig. 4-a. Time Courses of Viscosity Reduction. 
The reaction mixtur・ccontaining about 0.05% pec-
tic acid， 0.05 M buffcr and cnzyme (concentration， 
0.55 mgfm/) was incubatcd at 370C. BufTc1's used 
were the same as describecl in thc lcgencl of Fig. 2. 
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際議液中の lyaseの存犯を知るために，ベクチンPtIζ作用したJl寺の O.D.235 nm の増加を抗日
定した結果が第5関lζ示されている.この株主主・はベクチンにはほとんど作用せず，ベクチン殺に
は高い活性を示すので，酵素中には，ベクチン酸lと特災性のある lyaseが存在する.
第2，3， 4 -(b)区iの相似から， ζの酵素のマセレーション作用はベクチン酸の急激な粘皮
宮崎・r!:)Js : Bacillus mαcerωISのマセレーション活性について(第 1線)
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Fig. 5. Lyase Activity on Pectic Substances. 
The reaction mixturc containing 0.3% pectic substance， 0.04 M tris・HClbuffer (pH 9.0) and cnzymc 
(concentration， 0.44 mgfml) was incubatcd at 370C. Aftcr various incubation times， reaction mixture 
were diluted ten times with water and measured the increased optical density at 235 nm. 
⑧一一電器， pectic acid; 0 一一0，pectin. 
低下と還元カの場加を伴って進行することが示される.
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このマセレーションヨミ適 pH9においてみられる両現象は，少くとも，
るものと推定される.
その一つは lyaseによ
摘 要
1. Bacillus macerans IFO 3490のマセレーション活性の特徴を知るために， 先ずこの程酵素
液について，酵素濃度 (E)(mg/ml)とマセレーションlF!j'1m T (min.) との相闘を求めた結果，
次の式を得た.
log [EJ= 1.95 T十3.96
2. 本~j!系ニの受j滋マセレーション活性は pH91とあり，
て最大の還元カと最大の粘度低下が示された.
この pHにおいて， ベクチン般に対し
3. 本酵素中に lyaseの存在が認められた.この lyaseはペクチン殺に特奥的lこ作熔すること
が示された.
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